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研究成果の概要（和文）：　イルカにおける造血器官の特定および造血幹細胞の濃縮単離法を検討した。イルカの造血
幹細胞分離のためにイルカのCD34遺伝子を同定し、組換え型イルカCD34蛋白質およびその特異抗体を作製した。本抗体
を用いた免疫組織化学染色によって、イルカにおけるCD34の体内分布を明らかにするとともに、骨髄が“血球への分化
能を有したCD34陽性細胞である造血幹細胞”を含む造血器官であることを証明し、骨髄および末梢血から造血幹細胞の
濃縮単離法を確立できた。

研究成果の概要（英文）：  Identification of the hematopoietic organ and isolation method of the hematopoie
tic stem cells were examined in dolphin. To isolate hematopoietic cells, dolphin CD34 gene was identified,
 and recombinant dolphin CD34 protein and its specific antibody were produced. While the distribution of C
D34 in a dolphin was immunohistochemically determined using this antibody, it proved that bone marrow is a
 hematopoietic organ containing the CD34 positive hematopoietic stem cells which have the differentiation 
potency to the blood cell. Separation and concentration method of the hematopoietic stem cells from bone m
arrow and peripheral blood was established in dolphin.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
水棲哺乳類であるイルカにおいては造血
器官の特定および造血幹細胞の単離法は確
立されていない。また、CD34 は造血幹細胞お
よび血管内皮細胞に発現する膜貫通型の糖
蛋白質で、生理学的な役割は十分解明されて
いないが、ヒトや多くの哺乳動物種の造血幹
細胞や内皮細胞マーカーとして広く用いら
れている。このような CD34 に関する研究は
陸生哺乳類においては数多く報告されてき
たが、海生哺乳類においてはほとんどない。 

 
 
２．研究の目的 
研究代表者らがこれまでに性状を明らか
にしたイルカ CD34 を用いて、骨髄から造血
幹細胞を高純度に分離する方法を確立する。
また、イルカ CD34 特異抗体を作製し、それ
を用いてイルカ体内における造血器官を特
定する。さらに、その存在が示唆される血液
中の造血幹細胞の濃縮・単離法を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)イルカにおける造血幹細胞の単離に先立
ち、造血幹細胞の同定および機能評価を行っ
た。研究代表者らが以前に確立した採取方法
を用いてイルカの上腕骨から得た骨髄単核
細胞（BMMC）の軟寒天培養法を行い、BMMC に
含まれることが予想される造血幹細胞の分
化能および増殖能について検討した。 
 
(2)イルカ末梢血からのCD34陽性細胞の効率
的な濃縮および分離法について免疫磁気細
胞分離法（MACS 法）を用いて検討し、フロー
サイトメトリーによって評価した。 
 
(3)イルカの体内におけるCD34の発現および
分布を明らかにするために、各臓器の CD34
ｍRNA 発現量を RT-PCR により、また CD34 蛋
白質の組織分布および局在を免疫組織化学
染色法によって調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1)造血幹細胞を特徴付ける遺伝子の発現を
解析したところ、有力な候補として CD34 遺
伝子が同定され、CD34 mRNA がバリアントを
有して存在していて、さらに骨髄で活発に発
現していることが明らかとなった。イルカ
BMMC は、密度勾配遠心法で末梢血から分離し
た単核細胞（PBMC）や多形核白血球（PMN）
と比較して、特に CD34 遺伝子が高発現して
いるなど、造血幹細胞に特有な遺伝子発現像
を示した（図 1）。 
コロニー形成アッセイによって、イルカ
BMMC は活発な増殖能力を有すると共に、好中
球、単球/マクロファージ、好酸球、および
巨核球などの血液前駆細胞や血球などへ分
化する能力を有することが明らかとなった

（図 2）。一方、BMMC より数は少ないが PBMC
にも CD34 陽性の造血幹細胞が含まれること
が示唆された。 
以上のことからイルカの骨髄または末梢
血から CD34 陽性細胞を濃縮することによっ
て、イルカの造血幹細胞を効率的に単離でき
ることが確認できた。 
 

 
図 1 RT-PCR による BMMC，PMN および PBMC の造血
細胞マーカー遺伝子発現像 
 
 

 
図 2 軟寒天培養下でイルカ BMMCより形成された
3 種類のコロニーの形態およびその構成細胞の組
成．a～c；倒立顕微鏡下での観察像．d～f；各コ
ロニーの塗沫標本（メイグリュンワルド・ギムザ
染色）．dでは単球・マクロファージ様細胞，好中
球様細胞，好酸球様細胞，巨核球様細胞が認めら
れた．e では単球・マクロファージ様細胞，好中
球様細胞，好酸球様細胞が認められた．f では単
球・マクロファージ様細胞，好中球様細胞，好酸
球様細胞が認められた． 
 
 
(2)同定されたイルカCD34の組換え型蛋白質
を作製し、それに対する特異抗体を作製でき
たので、イルカ造血幹細胞マーカーの候補で
ある CD34 分子の細胞表面上における発現を
利用して BMMC および PBMC からの CD34 陽性
細胞（造血幹細胞）の濃縮法を検討した。イ
ルカの末梢血から分離した単核球細胞
（PBMC）分画より、作製した抗イルカ CD34



特異抗体を用いた MACS 法によって得られた
CD34 陽性細胞分画（ポジティブフラクショ
ン）をフローサイトメトリーによって評価し
たところ、全細胞カウント数に対する CD34
陽性細胞の割合は、PBMC で 1.8 %、ネガティ
ブフラクションで 1.7 %であったのに対し、
ポジティブフラクションでは全体の 12.3 %
と、約 7倍に濃縮されていた（図 3）。またサ
イトスピン標本に免疫組織化学染色法を施
したところポジティブフラクションでは、ネ
ガティブフラクションと比較して CD34 強陽
性細胞の割合が増加していることが確認で
きた。 
 

図3 PBMCおよび分離処理後のCD34陽性細胞のフ
ローサイトメトリー解析 
 
 
またサイトスピン標本に免疫組織化学染
色法を施したところネガティブフラクショ
ンと比較してポジティブフラクションでは
褐色に染色された CD34 陽性細胞の割合が増
加していることが確認でき、さらにメイ・グ
リュンワルド・ギムザ染色標本では、ポジテ
ィブフラクションにおいて未分化で幼若と
思われる細胞が PBMC とネガティブフラクシ
ョンと比較して多く認められた。このように、
本研究で作製した特異抗体を用いてイルカ
末梢血から CD34 陽性細胞を濃縮して分離す
る方法を確立した。これまでHymeryら(2011)
の研究グループがヒト CD34 抗体を用いてイ
ルカCD34陽性細胞の分離報告をしているが、
特異的な陽性反応を捉えているとは言いが
たい。今後、本法で分離されたイルカ CD34
陽性細胞の増殖能測定および機能解析が期
待できる。またイルカの体内において CD34
の発現がどのように分布するか、解析する予
定である。 
 
(3)イルカ CD34 mRNA は、肺、腎臓、脾臓、
骨髄および胸腺の順に高発現が認められた。
CD34 は造血幹細胞以外にも血管内皮細胞で

強く発現する。肺をはじめとする上記組織に
は毛細血管が豊富に分布しているため、高値
を示したと考えられた。抗イルカ CD34 抗体
を用いた免疫組織化学染色では、骨髄で陽性
像が確認された（図 4)。その他、腎臓の尿細
管および集合管、胸腺および肺胞周囲の内壁
が明瞭な陽性反応を示し、造血細胞および血
管内皮細胞における CD34 蛋白質発現が確認
された。 
 

 
図 4  イルカの骨髄の免疫組織化学染色     
左；CD34 陽性像 右；陰性対照 
  
 
以上、本研究課題であった、イルカの造血
幹細胞分離のためにイルカの CD34 遺伝子を
同定し、組換え型イルカ CD34 蛋白質および
その特異抗体を作製した。本抗体を利用して、
イルカの体内における CD34 の分布を明らか
にするとともに、骨髄が血球への分化能を有
した CD34 陽性細胞である造血幹細胞を含む
造血器官であることを証明し、骨髄および末
梢血から造血幹細胞の濃縮単離する手法を
確立できた。 
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